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ヒ トB型肝炎ウイル ス及びウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウイ ル ス の
Pr eC－C 及び C遺伝子 の HeLa 細胞 における発現




ヘ パ ド ナ ウイ ル ス の プ レ コ ア含有 C遺伝子 くPr eC－Cl は， 2種の ポ リ ペ ブタイ ドす なわ ち Pr eC－ C
と C と をコ ー ドし， こ れ ら は ウイ ル ス の 生活環 に お い て 異な っ た 役割 を持っ て い ると考 えられ る． 今 臥
著者 は個別に こ の 2 つ の ペ ブ タイ ドが 安定 に発 現す る動物培養細胞系を作製した ． ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウ
イ ル ス くW H V 2I お よ び， ヒ ト B 型肝炎 ウイ ル ス くH B Vadrl ゲ ノ ム の PreC－C また は C遺伝子 を， Bko
gPt選択可能な発現 ベ ク タ ー pM S G のマ ウ ス乳癌 ウイ ル ス くM M T VI L T Rの 下流の ポ リリ ン カ ー 部位 に
挿入 した ． こ れ らの プラ ス ミ ド D N A をリン較カ ル シ ウム との 共沈澱 法に よ り， HeLa 細胞に トラ ン ス フ ェ
ク 卜した ． G P T耐性株数は単位 D NA 量当り同程度で あり， その 出現頻度は PreC含有の 有無に 関係な く，
ま た W HV， H B Vの 別 に 関係 なく ほ ぼ 一 定で あ っ て ， Pr eC－C や Cの 発現が， HeLa 細胞に 対 して 細胞障
害 を与 える こ と を示 す に 至 ら な か っ た ． D N A と R N A は グアニ ジ ン ．イ ソ チ オ シ ア ネイ ト法を用 い て抽出
し分 析 した． W H V PreC－C 6楓 W H VC 5株－ H B V PreC．C 3株， H B V C 5株 に つ い て D N Aの 組
み込 み 様式をサ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ に よ り検討 し， 導入 した プ ラ ス ミ ド DN A の タン デ ム な組み込 み が認
め られ た． j － ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グに よ り比 較検討 した と こ ろ， Pr eC－C及 び C の 各ク ロ ー ン ごと に 発現量
に 大 きな羞が 認め られ た
．
また ， デ キ サメ サ ゾン 添カロに よ り全 m R N A 量 は約 10倍の 増加を示 した ． H B V
Pr eC－C を持 つ ク ロ ー ン に お い て， Slマ ッ ピ ン グ を行 な っ たと こ ろ， 転写は M M T V L T Rの プ ロ モ ー タ ー
を用 い て行わ れ て い る こ とが 確認さ れ た． 免疫組織学的染色法 に よ り， コ ア蛋白の存在を確認 した． 1次
抗体 と して マ ウ ス抗 H Bc IgG， 2次抗体と して ビ オ チ ン 化抗 マ ウス IgG を用い さ ら に ， アル カ リ フ ォ ス
フ ァ タ ー ゼ基質 に よ り赤色 に 発色させ た． H B V PreC－ C遺伝子 が 組み込 まれ た細胞株 で は， コ ア 蛋白が細
胞質 に び漫性に 存在 する傾向が認め ら れ， 一 方， H B V C遺伝子 が組 み込 まれ た細胞株 では， コ ア蛋 白は
核 に 存在する 傾向が認め られ た ． 同様 な傾向が W H VDNA 含有株 で も認めら れ た．
Key w ords hepadn a vir us， H B V， W HV， C O r e a ntigen ， e a ntige n
血 中 H Be抗原 は ヒ ト B 型肝炎の 感染性 の マ ー カ ー
ある い は B 型慢性肝炎の 活動性 の マ ー カ ー と 言わ れ，
ヒ ト B 型肝炎ウイ ル ス くhepatitis B viru s， H B Vl 産
生状態 を知 る有力な手が か り で あ るり ． こ の 可溶性蛋
白 は コ ア粒 子 中に も 証明 さ れ ， H Bc 抗原の 蛋白分解処
理 に よ っ て出現 す る こ と が解明さ れ た2I
．
これ に よ り
H B V構成蛋白に 関 す る抗原抗体系は S 抗原抗体系及
び C－ e抗原抗体系と し て系統 だ っ た 理解が 可能と な っ
た ． S 遺伝子 と同様 に C 蛋白遺伝子 に も Pr eC配列が
存在 す る こ と が D N A配列 か ら 読 み 取れ ， さ ら に
PreC－C 蛋白の 確認が最近行 なわ れる と とも に ， Pr eC－
C と C が異 な っ た 挙動 を示 す こ とが 示 唆さ れ た封 ．
H B V産生時に お ける H Bc 及 び H Be 抗原 の 生成機構
と局在と分泌機構 の 解明は肝炎の 病像 を理解す る 上 か
らも重 要な課題 で あ り， Pr eC の 機能解明が急が れ た．
今回， 著者は PreC－ C と Cの 発現系を動物細胞系で 構
A b br e viatio n s こFa － 3 2PコdC T P， de oxycytidine 5
，
－Fa ． 3 2Pj triphosphateニ H B V， hepatitis B
Vir u sニ L T R， long ter min al r epe atニ M M T V， m u rine m am m ary tu m or virusニ P B S， phos－
phate－buffered s alin eニ S D S， S Odiu m laurylsulfateiS V40， Simia n viru s40i W H V， W O Od－
Chu ck hepatitis viru s．
180
成 し， その 発現 の 調節 を可能と した の で報告す る ．
材料 お よ び方法
工
． 使用 菌株 およ び プ ラ ス ミ ド
1 ． 使用 菌株
大腸菌 H BlOl株 を プ ラ ス ミ ド の 形 質転換宿 主 と し
て用 い ， 各種形質転換株 よ り， プ ラ ス ミ ド の 調製 を行
な っ た
．
2 ． プラ ス ミ ド
pM S G は図1 に 示 す よう に M M T Vの L T R， SV 40
の 初期 ス プ ライ ス 領域， 同ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 領域，
同初 期プ ロ モ ー タ ー 領J乳 お よ び 大腸菌 gpt遺伝子 を
含ん で い る ． M M T Vの L T R内 に ホ ル モ ン 受 容体 が
あ り ， グ ル コ コ ル チ コ イ ドに よ り M M T Vの L T Rの
下流の遺伝子発現が誘導され る．
H ． 試 薬 類
特 に 会社名の 記載の な い 各種制限酵素は宝酒造株式
会社の 製品 を， ア ガ ロ ー ス は宝酒造株式会社 の 製品 を，
低 融 点 ア ガ ロ ー ス は F M Cコ ー ポ レ ー シ ョ ン くU．S．
A ．コ の シ ー プラ ー ク アガ ロ ー ス を用 い た ． ニ ッ ク トラ
ン ス レ ー シ ョ ン キ ッ トは ベ ー リ ン ガ ー ． マ ン ハ イ ム 山
之 内株式会社， マ ル チ プ ライ ム D N Aラ ベ リ ン グ シ ス
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3000 Ciノm m oり は い ず れ も ア マ シ ャ ム ー ジ ャ パ ン株式
会社か ら購入 した ． こ れ以 外の 試薬で特 に 会社名の 記
載の な い も の は い ず れ も和光純薬株式会社の 製品を用
い た
．
H L プ ラス ミ ド D N Aの 調 整及 び形 質転換
1 ． プ ラ ス ミ ド D N Aの 調整
プ ラ ス ミ ド DN A は大 腸 菌 H B l Ol株 か ら
Birnboim ．Doly の 方法
41に 従 っ て抽出し た．
2 ． 形 質転換
プ ラ ス ミ ド D N A 及 び組み 換 え体 D N A は塩化カ ル
シ ウム 法別 に 従 っ て 大腸菌 HBlOl株 に 導入 した ．
IV． 培養細胞及 び発現誘導
HeLa 細胞 は非働化 く560C， 30分1 10％牛胎児血清
くBOC K NE K ラボ ラ トリ ー ズ， カ ナダ1含有イ ー グ ル
M E M培地 く日水製薬株式会社うで 培養 した ． こ の 培地
に は， さ ら に し グ ル タ ミ ン く最終濃度こ0．03％1， 7％
炭酸水素ナ トリ ウ ム く最終濃度ニ 0．15％H大塚製薬株
式会社う， 硫酸カ ナ マ イ シ ン く最終濃度i O．05mgノmlさ
く山之内製薬株式会社う を添加 し た．
M M T V L T Rに よ る発現 誘導の 条件は ， ト ラ ン ス
フ ェ ク ト後 24時間 で デ キ サ メ サ ゾ ン くSI G M Aケ ミ











Fig．1． Pla smid D N Ac on stru Ctio n．
Pr eC－ C o rC r egio nfr agm ent ofclo n ed W H V 20 rH B Vadr
W a Sin s erted intothe polylinke r sitedo w n str e a mto M M T V
L T RofpM S Gpla s mid ha ving Eco giJt ge n e a Sthe sele ctiv e
m a rke r．
Pr eC－C 及 び C遺伝－11u－j HeLa 細胞に お ける 発現
V ． 組 み 換 え D N Aの 作成 及 び培養細胞 へ の 導入
1 ． 組み 換 え D N Aの 作成
1う pM S Gベ ク タ
ー
発現 ベ ク タ ー PM S Gの M M T V L T R下 流の ポ リリ
ン カ ー 部位 を制限酵素 Sm a工 で 消化 し， フ ェ ノ ー ル ．
ク ロ ロ ホ ル ム 抽出， エ タ ノ ー ル 沈澱後 CI P 処理く仔牛
小腸由来 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 0．25UJD N A
声g，3 アC 2時間H ベ ー リ ン ガ ー ． マ ン ハ イ ム ， 西 ドイ
ツI L た
． 非活性化 は 25m M E D T A，0．5％S D S，65
O
C
l 時間で行な い ， フ ェ ノ ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム に よる 有
機溶媒抽出 をさ ら に 3 回繰 り返 し た
．
2 jウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 炎 ウ イ ル ス くw o odchu ck
hepatitis viru s， W H VI Pr eC．C の 作成
W fl V 2 ゲノ ム を縦列配列 くta nde ml に 持 つ プ ラ ス
ミ ド pS V N W よ り制限 酵素 Ec oRIを用 い て 3．3 kbp
の D N A断片を単離し た． さ ら に こ れ よ り 図1左に 示
す よ う に ， プ レ コ ア含有 C遺伝 子 く1931－2584J を含
む DNA 断片を単離す る ため に Sph I， Rs aI を用 い
て二 重消化 し， Sph I く1912トRs aI く25951 か ら成 る
PreC－C 断片を得た． T 4 D N A ポ リメ ラ ー ゼの 3，一 5，
ユ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活性 を利用 し て ， Sph Iく1912I
の 付 着 末 端 を 平 滑 化 し 発 現 ベ ク タ ー pM S Gの
M M T V L T R下流 の Sm aI部位 に 順方向に 挿入 し，
W H V PreC－C を作成 し た．
3う W H V Cの 作成
同様 に 3．3 k bp の Ec o R I断 片 よ り C 遺 伝 子
惚121－2584う を 含 む D N A断片 を単離 す る た め に
Fok I消化 し， 200 bp の Fok I断片 く2006－22061を
4％ ポ リア ク リル ア ミ ド ゲル に て 分離回収 した ． こ の
Fok l断片 く206－2206う を C王P 処 理 し た う え で，
Hind III消 化 し 1 84bp の Fok I く200 6トH ind III
く21901断片 を得た． ま た 一 方 3．3 k bp の Ec oRI断片
を H ind III t Rs aI を 用 い て 二 重 消 化 し 405 bp の
Hind III く2190l－ Rs aI く25951 断片 を 分離回収し た．
こ れ ら の 二 つ の 断 片を T 4 D N A リ ガー ゼ を用 い て
H ind III末端 で 結合さ せ た． こ の 時 Rs aI末端 で の 再
結合 を防ぐ た めに ， 再度制限酵素 Rs a工 で消化し た．
CI P処理 し た Fok Iく2061末端 を T4 ポ リヌ ク レ オ
チ ド キナ ー ゼで 再び燐酸化 し， Kleno w フ ラ グ メ ン ト
に て Fok 工の 付着末端 を 平 滑化 し， 発 現 ベ ク タ ー
pM S Gの M M T VL T R下流の Srn aI部位 に 順方向
に 挿入 し， W H V C を作成 した．
4 1 H B V PreC－ C の 作成
H B Vadr ゲ ノ ム を持 つ プ ラ ス ミ ド pB H B 4 より 制
限酵素 Ba m H Iを用 い て 3．2 k bp の DN A断片 を単
離 した． さら に これ よ り図1 右に 示 す よう に ， プ レ コ
ア 含有 C遺伝子 く1696－23241 を含む D N A断片を単
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離す る ため に Rsa 工 を用し1て消化し， RsaI く1642ト
Rs aI く2377jか ら成る PreC．C 断片を得た． こ れ を発
現 ベ ク タ ー pM S Gの M M T V L T R下 流の Sm aI 部
位に 順 方向に 挿入 し， HBV Pr eC．C を作成 した．
51l－I B VC の 作成．
同様 に 3■2k bp の Ba m H I断 片 よ り C 遺 伝 子
く1773 － 2324ンを含む D N A断片 を単離する た め に ， 41
で得た Rs aI く1642 トRs aI 仁23771断片を Alu Iで
部分消化し ， 630 bp の A lu I く1747l－ Rs aI く23771
断片 を 4 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に て 分離 回収 し
た． こ の 断片を発 現 ベ ク タ ー pMS Gの M M T V L T R
下流の Sm aI部位に 順方向に挿入 し， IIB V C を作成
した
．
6 I培養細胞 へ の 導入
こ れ らの プ ラ ス ミ ド D N Aを燐酸カ ル シ ウ ム と の 共
沈澱法7Iに よ り 10へ 30％ コ ン プ ル エ ン トの EeLa 細胞
に トラ ン ス フ ェ ク ト した
．
プラ ス ミ ド D N A量は 直径
10c m デイ シ ュ 当り 10ノ上g と し た． 24か ら 48時間後
H A T培地8Jに て G P T選 択 を か け， 約 3 週間後 に
G P T耐性 トラ ン ス フ ォ ー マ ン トを単離した． H A T培
地は， 前述の 10％牛胎児血清含有 M E M培地 に 50X
H A T溶液 くFlow ラ ボラ トリ ー ズ， 英国1， ア ミ ノ プ チ
リ ン く2声gノmlう， ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 く25声gノmり
くSI G M A ケミ カ ル カ ン パ ニ ー ， U．S．A ．J， グリ シ ン く10
jLglml 及 びキ サ ン テ ン く250FLglml， pHlO．51 を加
え て 作製 し た
．
そ の ほ か に 培 養細胞株 と し て，




． サ ザ ン及 びノ ー ザ ン ． ハ イプ リダ イゼ イ シ ョ ン
R N A及 び D NA は， グ ア ニ ジ ン ．イ ソ テオ シ ア ネイ
ト法1 31を用 い て同時に 抽出し た．
1 ． サ ザ ン ． ハ イ プリ ダイ ゼイ シ ョ ン
サ ザ ン ． ハ イ プリ ダイ ゼイ シ ョ ン 川 は， 培養細胞 より
抽出し た場合 は， 10ノJg の D N A試料 を， プ ラ ス ミ ド
D N Aの 場合は， 約 0■5へ 1 ，OJLg を， 0．5FLgノmlの エ チ
ジウ ム ． ブ ロ マ イ ド を含 む 1．0％ア ガ ロ ー ス の 水平 ゲ
ル に の せ 電気泳動 に て分画し た． 泳動結果を撮影後，
ア ル カ リ処 理 く1．5 M塩化ナ トリ ウ ム ， 0．5 M水酸化
ナ トリ ウムうを 30分行な い 次い で 中和処 理 く1．5 M塩
化 ナ トリ ウム ， 0．5 M Tris－ H ClpH 7．2， 1 m M エ チ
レ ン ジア ミ ン 四酢酸ニ ナ トリ ウムうを30分行 な い ， 毛
細管現象に よ りナイ ロ ン膜 Hybo nd－ N け マ シ ャム ．
ジ ャ パ ン株式会社1に プ ロ ッ ト し， D N Aの 吸着面 を下
に し て 5分間紫外線照射し た． プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ ー
シ ョ ン は， プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 川，9 M
塩化 ナ トリ ウ ム ，90mM クエ ン酸三 ナ トリ ウム ，0．1％
牛血 清ア ル ブ ミ ン く生化学 工 業株式会社う， 0．1％フ イ
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コ ー ル くSI G M A ケミ カ ル カ ン パ ニ ー ， U ．S．A ．l， 0．1％
ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン くSI G M A ケミ カ ル カ ン パ
ニ ー
， U ．S．A．コ， 0．5％ ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウ ム く半井
化学薬品株式会社1， 100JLglml変 性 サ ケ精 子 D N A
くSI G M A ケミ． か レカ ン パ ニ ー ， U ．S．A ．1 中で 650C， 1
時間以上 行 な っ た ． プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 溶液
を除去後， ブ ロ ー プ D N A を含 む新 た な プ レ ハ イ プ リ
グイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 を加え， 650C で ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン を 16時 間以 上 行 な っ た ． Hybo nd－ N フ ィ ル
タ ー の 洗浄 は， 洗浄溶液 く0．3 M塩 化ナ トリ ウム ， 30
m M クエ ン 酸三 ナ トリ ウ ム ， 0．1％ ドデ シ ル 硫酸 ナ ト
リ ウム1 に より， 65
9
C， 30分処理 を 2 回繰 り返 した ．
フ ィ ル タ ー は ，
－ 80
O
C で X 線 フ イ ル ム X－Om at A R
くKodak， U．S，A．l に 密着させ ， 増感 ス ク リ ー ン を使 い
オ ー トラ ジオ グラ フ イ ー を 1 へ 2 日間行 な っ た ．
療識 プ ロ ー ブ の調整 は， ELr－ 3 2Pコd C T Pくン3000 CiJI
m moり を標識基質 と して ニ ッ ク． ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン
法151 く比活性 1 ル 3 XlO8 cpmljLgD N Al あ る い は マ
ル チ プ ライ ム D N A ラベ リ ン グ シ ス テ ム 岬 く比活性
1．8XlO9 cpmJJLg D N Alに て行 な っ た ． ハ イ プリ ダイ
ゼ ー シ ョ ン 液中の プ ロ ー ブの 濃度は ， 前者で は 10ngノ
ml， 後者で は2．5nglml と した． D N A の変性 に は 500
W 電子 レ ン ジで 5分を要 した．
2 ． ノ ー ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン
ノ ー ザ ン ー ノ 1イ ブ リダイ ゼイ ン ョ ン 川 は， 培養細胞 よ
り抽出 した 10声g の R N A試料を， 変性ゲ ル シ ス テ ム
を用 い て 行な っ た ． R N A溶液 に は 50％ホ ル ム ア ミ ド，
6％ホ ル ム アル デ ヒ ド， 20m M 3． N － モ ル ホ リ ノ ブ ロ バ
ン ス ル ホ ン 酸 くM OPSl， 5 m M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム
pH 7．0及び 1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ ト リ
ウム を加 え， 65
0
C で 5分間加熱 した後， 水中 で 急冷 し
た
．
R N A は， 6％ホ ル ム アル デ ヒ ド， 20m M 3－ N － モ
ル ホリ ノ プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸 くM OPSl，5m M 酢酸 ナ
ト リウ ム pH 7．0 及 び1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸
ニ ナ トリ ウム を含 む 1．2％ア ガ ロ ー ス の 水平 ゲ ル に の
せ 電気泳動に て分画 した． 泳動結果 は エ チ ジウ ム ． ブ
ロ マ イ ド0．25声gノml， 0 ．07％月－メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル 含有水溶液に て 12時間染色後撮影 し た． R N A は毛
細 管 現 象 に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 B A 8 5
くSchleiche r8zSchu ell， 西 ドイ ツl に プ ロ ッ トした 後，
80
0
C， 2時間処理 に て 固定 した． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン は， プ レ ハ イ プ リグイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 く50％ホ
ル ム アミ ド， 0．75 M塩化 ナ ト リ ウム ， 75m M クエ ン 酸
三 ナ トリ ウ ム ，0．1％牛血清ア ル ブ ミ ン ，0．1％フ ィ コ ー
ル ， 0．1％ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ，50m M 燐酸 ナ ト リ ウ
ム pH 6．5， 250JLgJ
，
ml変性サ ケ精子 D N A中で 42
0
C，
2 時間行な っ た ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液を
除去後， プ ロ ー ブ D N A を含む ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ
ン溶 液 ほ0％ ホ ル ム ア ミ ド， 0．75 M塩化 ナ ト リウ ム ，
75m M クエ ン 酸三 ナ トリ ウ ム， 0．02％牛血 清ア ル ブ ミ
ン， 0－02％フ ィ コ ー ル ， 0．02％ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン ，
20 m M 燐酸 ナ ト リ ウム pH 6．5， 10％デ キ ス ト ラ ン 硫
酸ナ トリ ウ ム ，100JLgJIml変性 サ ケ精子 D N A を加 え，
42
0
C でハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を16時間以上 行な っ
た ． ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー の 洗浄 は， 洗浄溶液
く0．3 M塩化 ナ ト リウ ム ， 30m M ク エ ン 酸三 ナ ト リ ウ
ム ， 0．1％ド デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウムうに よ り， 42
D
C， 30
分処理 を 2 回繰 り返 した． フ ィ ル タ ー は ， － 80
0
C で X
線 フイ ル ム X－ Om at A RくKodak， U ．S．A ．1 に 密着さ
せ， 増感 ス ク リ ー ン を使 い オ ー トラ ジ オ グラ フ イ ー を
2ノ ー 3 日間行な っ た ．
標識 プ ロ ー ブの 調整 は， 仁a － 3 2Pjd C T Pくン300Cil
m moり を標識基質と して， ニ ッ ク ． トラ ン ス レ ー シ ョ
ン法 く比活性 1 旬 3 XlO8 cpmlp gD N Al ある い は マ
ル チ プ ラ イ ム D N A ラベ リ ン グ シ ス テ ム く比 活性
1．8XlO9 cpmlJLg D N Aいこ て行な っ た ． ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン 液中の プ ロ ー ブの 濃度は， 前者で は 10ngノ
ml後者で は 2．5ngノmlと した．
Vn． Slマ ッ ピン グ
プ ラ ス ミ ド D N A H B V PreC－C を H ind III消化 し，
有機溶媒抽出， エ タ ノ ー ル 沈 毅 した 後， さ ら に Bgl 工工
消化 し， 0．8％低融点ア ガ ロ ー ス を使用 して 1 667 bp の
バ ン ドを 分画 し， 透析膜 チ ュ ー ブ く三 光純薬株式会社1
を用 い て D N A を回収 した ． こ の 1667 bp の H ind III－
Bgl I王断片 を C工P処 理 く仔牛小腸由来 ア ル カ リ 性
．7 オ ス ファ タ ー ゼ 0．2 UID N AJLg370C 30分1 し， 非
活性化は 10m M E DT A，65
0
C 5分 で行 な い ， フ ェ ノ ー
ル ． ク ロ ロ ホ ル ム に よ る有機溶媒抽出を さ ら に 3回繰
り返 した ． 次に ， Ey－ 3 2PコA T Pくン4000 Ciノm m o1 及
び T 4 ポ リヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い て 5
， 末端 を
ラ ベ ル し た後， Cla 工消化 し， 4 ％ポ リア ク リ ル ア ミ ド
で 分画 し， Cla I －Bgl Il断片1340 bp の Bgl II 5
， 末端
を ラ ベ ル し た も の を プ ロ ー ブ D N A と して 回 収 した
く図 4ン． 回収 は透析膜 チ ュ ー ブ を使用 し， エ タ ノ ー ル
沈澱時に ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン す べ き R N A， H B V
Pr eC－C 2 を100JLg 加 え た． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
に は 0．6mlの ミ ク ロ ス ピ ッ ツ く三 光純薬株式会社ンを
使用 した ． ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶液 く80％ ホ ル ム
ア ミ ド，0．4 M塩化ナ トリ ウ ム ，40 m M ピベ ラ ジ ン ーN ，
N
，
－ ビ ス 2－ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 pH 6．4， 1m M エ チ レ ン
ジ ア ミ ン 四酢酸ニ ナ ト リ ウム ク エ ン 酸三 ナ ト リ ウムう
中で 80
0





C まで 自然冷却 した． こ れ に Sl緩衝液 く30m M
酢酸ナ ト リ ウム ， pH 4．6， 0．3 M塩化ナ ト リ ウ ム ， 3
Pr eC－C 及 び C遺伝子 の HeLa 細胞に お ける発現
m M 硫酸亜鉛， 10JLgノml牛胸腺変性 D NA 及 び Slヌ
ク レ ア ー ゼ 100単位 を加 え， 37
0
C 2時間処理 した． こ
れ を エ タ ノ ー ル 沈澱 後 5％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
は M 尿素含有うに の せ ， 1000 V 4時間電気泳動 した
．
Ylu． 免疫組織染色法
HeLa 細胞 は 12穴ガ ラ ス 板 くポ ク ス イ ． ブラ ウ ン 株
式会社1上 で培養 した． P BS を用い 室温で 10 分間2 回
洗浄後， 3．5％ホ ル ム ア ミ ド く室温， 20分間フで固定 し
た． そ の 後 P B Sく室温で 10分間2 回う洗浄し， ブ ロ ッ
キ ン グ血 清含有 PBS－S で 37
D
C， 30 分間処理後1次抗
体 と し て 100倍 P B S－ 希釈の マ ウ ス抗 ヒ ト C抗原体
くミ ド リ十字1刷 を用 い ， 37
0
C， 1 時間処理 した． PBS－
S で 室温， 30分間洗 浄 し， 2次抗体と して ビオ テ ン 化




C， 1 時間反 応さ せ ， P B S－ で室温， 10分間洗浄後，
ア ピ ジ ン D王1 け ナ コ シ薬品株式会社う 及 び ビオ チ ン
化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ H くフ ナ コ シ 薬 品株式会
裾 混合物と 37
0
C， 1時間反 応させ ， P BS－ で室温，
10分 間洗浄後， ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 く0．1
M Tris－ H ClpH 8．2 に 執 掛 に よ り赤色に 発色 させ た．
成 績
I ． G P T耐 性ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト
HeLa 細胞に W II V PreC－C， W H V C， H B V PreC－
C， H BV C を ト ラン ス フ ェ ク ト後 H A T培地 に て
G P T選択 を か け， 約 3週間後 に G P T耐性 ト ラ ン ス
フ ォ ー マ ン トを単離 した． そ れ らの G P T耐性株 の 出
現頻度 は Pr eC 含有 の 有無に 関係な く， ま た W H V，
Fig■ 2． So uther nblottingin clo n e shavingPreC－C o rC． Fro mis olatedclo n e s， D N Aa nd R NA w er e
pu rified bythe gu a nidin eis othio cya n ate m ethoda nda rlayz ed． Clo n es with W H V Pr eC－Cニ W H V
PreC－ C5， W H V PreC－C6， W H V PreC－C Aニ Clo n e swith W H V Cこ W H V C2， W H V C 3， W H V C 5こ a
Clo n ewith H B V PreC－Cこ H B V Pr eC－C2芸 Clo n e s with H B V C二 H B V Cl， H B V C 3， H B V C 4， H B V
C 5， H B V C A． Size m arkers， W 76 Ha nd ClO3 H， a reH ind III－dige sted pla s mid D N As which w e re
u sed fo rtr a n sfe ctio n， a nd pM SG 6 is GP T ＋clo ne DNA ha ving pM S Gv e cto r．
184
H B Vの 別 に 関 係 な く ほ ぼ 一 定 で ， 直 径 10c m デ イ
シ ュ く10月gD N Aう 当 り約 100コ ロ ニ ー で あ っ た ．
W H V Pr eC－C， W H V C， H B V Pr eC－C， H B V Cの 各
ク ロ ー ン を それ ぞれ 6株 くNo． 1 ， 2 ， 5， 6 ， 7 ， Aう，
5株 くNo ．1 ， 2 ， 3 ， 5 ， 6う， 3株 くNo． 1 ， 2 ， 3 1，
5株 くNo． 1 ， 3， 4 ， 5， Aう分離 し以下 の 実験 に使
用 した． その ほ か に 培養細胞株と して ， W H 257 G ElO，
P L CJ
Ip R F15， Hep－G 2， HuH －7 を用 い た が検討 した 条
件下で は G P T耐性株 は得 られ な か っ た ．
H ． サ ザン プ ロ ッ テ ィ ン グ
得 ら れ た G P T耐性株 を単 離継代培 養 し W H V
PreC－C 6株， W H V C 5株， H B V Pr eC－C 3株， H B V
C 5株 に つ い て， DN Aの 組 み込 み様式 をサ ザ ン ブ ロ ツ
テ ィ ン グ に よ り 検討 し た く図 2I． RNA 及 び D N A
は， グ ア ニ ジ ン ． イ ソ テ オ シ ア ネイ ト法 を用 い て 同時
に 抽出 し た． 抽 出 し た D N A lOJLg を制 限酵素 H ind
HIで 消化 し， トラ ン ス フ ェ ク 卜し た D N Aを ブ ロ ー プ
と して サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グを行 い ， G P T耐性株中の
D N Aの 組 み 込 み 様式 を検討し た． W76 H 及 び CICI3 H
はサ イ ズ マ ー カ ー で ， ト ラ ン ス フ ェ ク ト した プ ラ ス ミ
ド D NA の Hind III消化 を示 す
． pM S G 6 は発 現 ベ ク
タ ー の み に よ る G P T耐性株 D N Aの Hind III消化 で
あ る ． W H V群の 1．6 k bp と 5．O k bp， H BV 群の 3．3
k bp と 5．Ok bp の バ ン ド は， 導 入 し た プ ラ ス ミ ド
D N Aの H ind III断片 と同 一 サ イ ズ で あ り， 縦列組 み
込 み くta nde mlが 示唆さ れ た． それ 以外 の バ ン ドは宿
主 D N Aと の 連結部位及 び リ ア レ ン ジメ ン トに よ る も
の と推測 され た ． ま た， コ ピ ー 数 に も差 を認 め た．
王I
．
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
C遺伝子発 現 の デ キ サ メ サ ゾ ン 添加効果 の 有無 を
ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グに よ り比 較検討 した． 図3の
右 に 示 す よう に ， デキ サ メ サ ゾ ン 1声M 添加 24 時間後
の 全 m R N A量 は， 約 10倍 の 増加 を 示 し， M M T V
L T R プロ モ ー タ ー か らの 転写が示 唆され た． 図 3 左 は
Fig． 3． No rthe rnblottingin clo n e sha ving Pr eC－C o rC． Expr e ssio n of PreC－ C o rC regio ndete cted
by Northernblotting v a ried c o n side r ably a m o ngthe s e clo n e s． NI H W 2 is siz e m a rke r andpo sitiv e
COntrOl． In the right c olum n S， m R N As w er epr epa red fro m c e11s gr o w nin thepr es en c eの ＋lo rin
the abs e n c eくDl of lJLM dex am etha s o n efo r24 hr befo reha rv e sting
PreC－C及 び C 遺伝子 の HeLa 細胞 に お ける発現
M M T V LT R
Fig． 4． Nu cle a sepr ote ctio n m ap ping of the 5
，
ter minu s of M M T Vtr a n sc ripts．
T he l．3 k b Cla I－BglIIrestriction fragm ent w a s
5
，
e ndAlabeled a s indic ated by the star a nd
a n n e aled with R N AくH B V PreC－Cl． T hehyb ri d
W a Sdige sted with Sln u cle a s e． Pr obe pr ote cted
fr o mdige stio n w a s visu aliz edくindic ated by the
arrowJby a uto r adiogr aphy after electr opho r esi
O nde naturing 5％ s equ e n cing gels．
1 85
186 下
単離株の デ キ サ メ サ ゾン 添加後 の ノ ー ザ ン ブ ロ ツ ティ
ン グで ， 株 ごと に PreC－C 及 び Cの 発 現 量に 差が 認め
ら れ た
．
IV． Slマ ッ ピ ン グ
M M T V L T Rの プ ロ モ ー タ ー よ りの 転写 を確認す
る た め に ， Cla I －Bgl II断片 1340 ベ ー ス の Bel－II 5
，
末端 を ラ ベ ル し た も の を プ ロ ー ブ D N A と し て Sl
マ ッ ピン グ を行 な っ た く図 4う． 米印は プ ロ ー ブ D N A
を示 す． 矢印 で示 され る 495士 5 ベ ー ス の 断片は，Slヌ
ク レ ア ー ゼ で消化 され 得な い サ イ ズで ある ． M M T V
LTR プロ モ ー タ ー に よ る 翻訳開始部位 は1332 bp の
L TR 領域中の 1196 bp 部位 に あ る 1 9J ． こ れ よ り 導
入 した H B V Pr eC－C 遺伝子 の m R N Aに 関する Sl
マ ッ ピ ン グの 予測計算値は 491ベ ー ス で あり 実験値 と
符合す る． こ れ よ り発現は M M T V L T R の プロ モ ー
タ ー を用 い て 行な われ て い る こ と が確認さ れ た．
V
． 免疫組織学的染色法
こ れ ら の 単離細胞株 を用い て免疫組織学的染色法に
よ り コ ア 蛋白存在を確認 した． 1次抗体 と して 100倍
希釈の マ ウス 抗 ヒ ト C抗原抗体 を用 い ， 2次抗体 と し
て ， ア ピ ジン ． ビオ ナ ン 複合体 を用 い ， ア ル カ リ フ オ
ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 に よ り赤色 に 発 色さ せ た く図 5，
6 1
．
図5 左 下の PM S G 6 は， 発現 ベ ク タ ー の み で あり 赤
色発色を認 めな い ． 川－r－■方， 図5 上 段の 左右 は， と も に
赤色発色 を認 め， 左上 の Pr eC 含有株 で は細胞質の 発
色傾向が認 め られ た． W 王i V群 で も同様に ， 図 6 左上
の Pr eC 含有株 で は細胞質の 発色傾向が強く ， ま た図




血中の H Be 抗原は H Bc 抗原 くべ プ タイ ド P 191の
C 末端部分か ら 34 偶の ア ミ ノ 酸が 切 り取 ら れ た 基 本
ペ プ タイ ド P15．5 から成 り201， H B V産生 状態で は 肝
細胞か ら血 中 へ H Be 抗原 が放出さ れ， H B V肝炎の 消
長 と病状の特異的 マ ー カ ー と して知 ら れ て い る ． また
e 抗原陽性の慢性肝炎患者 の 肝組織中で の C 抗原の 局
在 を抗 H Bc 抗体結合螢光抗体法で 調 べ ると ， 非活動
性 で は核 に 局在 す る傾向が み られ ， 活動性 で は高率 に
細胞質及び細胞膜 に 局在す る傾向が み ら れ る2 り． これ
らの 事実 は H Bc 抗原 と H Be 抗原 と は関連 し て い る
Fig．5． Im m u n ohisto che micalstaining of HeLa c ells with H B V PreC－C r egio n りり，
H B V Cregio n くIIJ， O r pM S Gく王IIl． Existe n c e a nd lo c aliz atio n of c o re－ r elated
protein w as e x amin ed im m u n ohisto che mic allyby u sing m o u se a nti－ H BcIgG a sthe
first antibody，biotinylated a nti． m o u s eIgG a sthe s e c o nd， a ndthe avidin c o njugated
alkalin epho sphata s e a sthe third． Ce11sha ving HB VPreC－C region w e re stained
positiv ein the cytopla s mic reglO n， Whe r e a sthe n u cle a r regl O n W a S Stain ed in c ells
ha rbo ring H B V Cregio n． T he origin al c olo rislight red．
Pr eC．C 及 び C遺伝子 の HeIJ a 細胞 に お け る 発現
事 を 示 す と 同時 に ， H B V産 生時に
J
ぉ け る H Bc 及 び
H Be 抗原の 生 成機構と局在 と分泌機構 の 解明 は 肝炎
の 病像 を理 解 する 上 か ら も重 要な 課 題 で あ り， PreC
の 機能解 明 が急が れ た．
本研 究 で は ， へ パ ドナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 共 通 し て
Pr eC－C 遺伝子 か ら 2種 の ポ リ ペ プ チ ド が発現 す る こ
と に 着 目 し， 個別に 2 つ の ペ プ チ ドが 発 現 する 培養細
胞系を検討し た． 導入 し た外来遺伝子 の 発現が細胞障
害性 で ある 可能性 を考慮 して ， 本研究 で は デ キサ メ サ
ゾ ン 添 加効 果 に よ る 発現 の 調 節 が 可 能 な M MT V
L T Rの プ ロ モ ー タ ー に よる 発現 ベ ク タ ー を用 い た ． 成
績 に 示 し た よ う に HeLa 細 胞 で Pr eC－C 及 び C の 安
定な発 現 系 を確立 し， こ の 系 で 転写 は M M T V L T R
プ ロ モ ー タ ー か ら 開始さ れ る こ と が Slマ ッ ピ ン グ に
よ り示 され ， デ キサ メ サ ゾン 添加 に よ る転写促進効果
が 示 され た． 得られ た G P T耐性株 を単離継代培養 し，
ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グに より比 較検討 した と こ ろ，
PreC－C 及び C の 各 ク ロ ー ン ごと に 発現量 に 大き な 差
が 認 め られ た ． い づ れ の ク ロ ー ン で も D N Aの 組み 込
み 様式 は縦列 くta nde ml な組み込 み で あ り， 発現 童 の
差 異 は縦列組み込 み の コ ピ ー 数と は相関 して い な か っ
た
．，また m R N Aの サイ ズ の 違い も認 め られ な か っ た ．
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これ ら の 事実 は発現 量 の 差異 が む しろ組み 込 ま れ た宿
主 の 染色体領域の 転写活性状態 に 依存 して い る 可能性
が ある と 思 われ る ．
本研究の HeLa 系の G P T 選択プ ロ ト コ ー ル は デ キ
サ メ サ ゾ ン 非 添加状態 で ク ロ ー ン 選 択 を行 な い ，
PreC．C と Cの 挿 入 プ ラ ス ミ ド と pM S G との D N A
当り の G P T耐性 ク ロ ー ン 単離数に 差異 が な く， 各 ク
ロ ー ンの デ キサ メ サ ゾ ン添加後の 細胞の 増殖や形態に
違 い が認め ら れ な か っ た ． これ ら の 結果は Pr eC－C や
C の 発現 が ， HeLa 細胞 に対 して 細胞障害 を与 える こ
と を示 す に 至 ら な か っ た ． HeLa 細胞以外 に 培養細胞
株 と して 肝細胞由来の W H 257 G ElO， P LCIP R FJ15，
Hep－ G 2， HuH p7 を用い て PreC－C や Cの ベ ク タ ー の
導入 と安定発現系の 単離を試み たが ， 検討した 条件下
で は G P T耐性株は得 られ なか っ た ． こ れ は検討 した
細胞培養条件 で の 肝細胞系の 増殖が 悪 く G P T選択が
十分 に か か ら なか っ た可能性が あ り，G P T遺伝子 を選
択と して の 利用 に は限界が ある と思 わ れ， 今後他の 選
択マ ー カ ー の 検討が必 要 で あ る． 肝細胞系培養細胞 で
Pr eCTC と Cの 発現 が細胞 に to xic で あ る か 否 か ばさ
ら に 検討 を要する 点と思 わ れ る．
C 蛋白の N 端か らの ア ミ ノ 酸配列が 2番目の A T G
Fig．6． Im m u n ohisto che mic alstaining of HeLa c ells with W H V Pr eC．C regio ntIl，
W H V Cr egio n りり， O r pM S GtIIIJ． Existe n c e a nd lo c aliz atio n of c o r e． related
PrOtein w a s e x a min ed im m u n ohisto chemic aly by u sing m o u s e anti－HBc IgG as
m entionedin Fig．5． The s a m etendencies as Fig． 5 w ere observedin c ells with
W H V D N A fragm e nt． T he exte ntofstain lng W a S W e ake rtha ntho se with H B V，
Sinc e m o u se a ntiqH BcIgG w a s u s ed a sthefirst a ntibody．
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か ら予 想され る配列と 一 致 して い る こ とも あり ， Pr eC
の リ ー ダ ー 配列の 意義 は明ら か で な か っ た ． しか し へ
パ ド ナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム で 常 に PreC．C 構造 は 保存 さ
れ ， ア ミ ノ 酸配列の 共通性があり， か つ 膜通 過 シ グ ナ
ル 配列が見 い だ さ れ る こ と に よ り Pr eC 部分 に つ い て
の関心が高 ま っ た ． Ou ら31は Pr eC－C 蛋白の 確認 と共
に ， PreC．C蛋 白が 膜通過後 に 開裂 さ れ e 抗原 が 放出
され る こ と を示 し， Pr eC－C と C が異 な っ た 挙動 を と
る こ と を示 唆 した ． 彼 らの 系は S V 40由来の ベ ク タ ー
を 利用 し晴乳動物細胞 と し て非肝細胞系の C O S 7 ま
た は C H O を用 い たも の で あ り， 導入 した 外来遺伝子
の発現調節は不可能で ある ． 本研究 の PreC－C と C発
現 に 関す る 分別的な局在 を示 唆す る成績 は， Ou らの
tr a n sie nt発現系の結果 と良く符合 して い る． こ れ らの
結果 は PreC－ C と C が異な っ た生物的意義を持 ちう る
こ と を強く示 唆 して い る
．
し か し， 原核細胞2 21及 び晴乳
動物細胞2 31で の コ ア蛋白の 発現 に は ， C 遺伝子 の み が
関与 して い れ ば よ く， Pr eC領域 は必 要で な い こ と が
明ら か に さ れ， Pr eC の意義に つ い て ア ヒ ル くdu ck川千
綿胞 へ の 実験的感染系で ウイ ル ス 増殖 に 必須 で な い こ
と が最近示 され て い る2 41． PreC 領域の 意義に つ い て e
抗原 の 役割 と個体 で の 感染系成立 と免疫応答過程の 検
討 な ど今後解明す べ き点が残 され て い る ．
ウイ ル ス ゲノ ム の DN A情報の 効率的な利用形態と
して， 遺伝子 が重複 して翻訳 の 段階で フ レ ー ム をずら
す 場合 と ， 1 つ の 連 続 し た open r eading fra m e
くO R Fコ の 数カ所の 開始 コ ド ン か ら各々 の 蛋白が 形成
され る場合が知 ら れて い る． へ パ ドナ ウイ ル ス の ゲ ノ
ム は両者を共 に と っ て い るが ， Pr eS．S とS 及 び PreC－
C と C で は後者である． 1つ の O R F か ら複数 の蛋白
が翻訳さ れ る例 で は， 最初の A T Gの 近 傍の D N A配
列 が Ko z ak らの見い だ した翻訳開始共通配列22Iと ず
れ て い る
． 事実 H BV や W H Vの Pr eC－C の 最初の 配
列 で 低い 翻訳開始効率が予想さ れ る ． こ の様 な機構 の
た め， PreC－C発現系で Pr eC－C とC が共に 生成 さ れ
て い る可能性が高 く， こ の 点の 確 認は生 成 され た 蛋白
種の 同定が今後 の課題と して 残さ れ た．
結 論
1 ■ へ パ ド ナ ウイ ル ス の C 蛋白の 発現 と機能 を解
析 す る 目的 で ， PreC－C ま た は C遺 伝 子 の 発 現 が
M M T VLTR のプ ロ モ ー タ ー の 支配 を受 け る プ ラ ス
ミ ド を作製 し， HeLa細胞 に 導入 し， W H Vの Pr eC．C
又 は C遺伝 子 の D N A が， 安 定 に組 み 込 ま れ た G P T
耐性株を 6 帆 H B V の Pr eじ C 又 は C 遺伝子 が ， 安定
に組 み込 まれ た G PT 耐性株 を 6株得 て， それ ら の 細
胞株中で の コ ア遺伝子 の発現を確認 した ．
田
2 ． 免疫組織学的染色法に よ り， C 蛋白 の 存在が確
認さ れ， C 遺伝子 が組 み 込 ま れ た細胞株で は ， コ ア蛋 白
は核 に 局在す る 傾向が見 られ ， PreC－C遺伝 子 が 組み
込 ま れ た細胞株 で は細胞質 に び漫性 に 存在す る傾向が
認め られ た．
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W aS tra nSC ribed by the L T Rprom ot er． Existe n c e a nd lo caliz atio n ofc ore－ related pr otein w a s
e x a minedim m u nohistoche mically by usl ng m Ou Seanti－ H BcIgG a sthe nr st antibody，b iotlnylated
a nti－ m Ou S eIgG asthe s econd， a ndthe a vidin co nJugated alkaline phosphata s e a sthe third． Cells
having H B V PreC
－ C r eglOn W e r eStained po sitiv ein the cyt oplasmic reg1 0 n， W her ea s the n u clea r
reglOn W aS Stained in cells harboring H B VC regl O n． T he sam ete nde n ciesw e re obs erv ed in c ells
With W H V D N A丘agm e nt， altho ugh the e xte nt ofstain l ng W a S r athe r w e ak．
